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RESUMO

A terapia génica € um procedimento destinado a introduzir em um organismo,
com o uso de técnicas de DNA recombinante, genes terapéuticos para substituir,
manipular ou suplementar genes inativos ou disfuncionais, baseando-se no
entendimento de que algumas doencas sdo causadas por defeitos em um ou mais
genes. O vetor faz a protecdo e transporte do material genético a células alvo, e séo
em geral categorizados como vetores virais e vetores nao virais. Os principais
vetores virais sdo: adenovirus, virus adenoassociado, retrovirus, lentivirus, e virus
do herpes simplex. Entre os Vetores nao virais incluem-se plasmideos, lipossomos,
Lipideos catibnicos e RNA interferente. Para introducdo dos genes no organismo
duas estratégias basicas sao utilizadas: in-vivo e ex-vivo. O tratamento de doencas
humanas através da transferéncia de genes foi originalmente direcionado para
doencas hereditarias, entretanto, a maioria dos experimentos clinicos atualmente em
curso esta direcionado para o tratamento de doencas adquiridas como AIDS,
doencas cardiovasculares e diversos tipos de cancer. Para ilustrar as aplicacdes da
terapia génica serdo abordadas doencas como, Hemofilia, Sindrome da
Imunodeficiéncia Severa Combinada ligada ao X, Sindrome de Wiskott-Aldrich,
Amaurose Congénita de Leber e Cancer. O balanco de efeitos adversos e beneficios
em ensaios clinicos de terapia génica indicam que o curso do desenvolvimento das
terapias avancadas sera tanto mais seguro quanto mais bem fundamentado pela
pesquisa basica e sujeito a regulamentacdo adequada para restringir a autorizacao
de ensaios clinicos a condicdo de méaxima seguranca possivel na época dos
ensaios. Falar em terapia génica significava adentrar em um terreno de pura
experimentacdo da medicina e ja sdo colhidos os primeiros frutos das pesquisas,
sinalizando que os pesquisadores ja estdo capacitados e ja podem avancar, porém
apesar do sucesso desses recursos, algumas ponderacdes sdo necessarias. Nesse
trabalho serdo abordadas as diversas formas de manipulacdo do gene e das
metodologias usadas para inser¢do do mesmo no organismo.

Palavras-chave: Terapia Génica 1. Vetores Virais 2. Vetores Nao Virais 3.
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1 INTRODUCAO

A medicina Moderna acrescenta, a cada dia, descobertas importantes em areas
de investigacdo destinadas ao desenvolvimento de novos paradigmas de
tratamento para doengas ainda incuraveis. Entre elas, a expectativa de curar
doencas genéticas repousa sobre a identificacdo de genes responsaveis por sua
patogénese e sobre avancos das tecnologias de DNA recombinante, ou
‘engenharia genética”, que permitam a manipulacdo do genoma de forma cada
vez mais eficiente e segura (Watson et al, 2006).

Desde 1990 quando foi estabelecido nos Estados Unidos o primeiro
protocolo de Terapia Génica em Humanos, ocorreu o desenvolvimento de varios
estudos com perspectivas de uso de genes. Muito também se deveu ao sucesso
do tratamento com terapia génica realizado nas criancas portadoras da
Imunodeficiéncia Combinada Severa (MENCK & VENTURA, 2007). A terapia
génica (ou terapia genética) € um procedimento destinado a introduzir em um
organismo, com 0 uso de técnicas de DNA recombinante, genes sadios (genes
terapéuticos) para substituir, manipular ou suplementar genes inativos ou
disfuncionais (LINDEN, 2008). A capacidade de interferir na constituicdo genética
de um individuo, por meio da terapia génica, surge entdo como uma alternativa
para resolver problemas relacionados a saude humana, pela cura de doencas
genéticas herdadas dos pais, ou mesmo de doencas que podem ser adquiridas
durante a vida, como o céncer, doengas do coragao e infecgdes virais (MENCK &
VENTURA, 2007).

Nesse trabalho serdo abordadas as diversas formas de manipulacdo do gene

e das metodologias usadas para inser¢do do mesmo no organismo.



2 JUSTIFICATIVA

A terapia génica promete ser uma area fértil de pesquisa cientifica e clinica e
ndo h& davidas que se tornara uma pratica clinica importante nesse novo século.
A terapia génica podera representar a mudanca de paradigma da medicina, com
importantes repercussdoes na sociedade (DANI, 2000). Os avancos recentes
estdo fazendo renascer as perspectivas que eram esperadas anteriormente, mas
0s sucessos devem ser observados com otimismo cauteloso, e ainda requerem
intenso trabalho de pesquisa (MENCK & VENTURA, 2007).

Ainda estamos no limiar da historia da terapia génica e tudo que se fez até
hoje sdo os primeiros passos de uma longa e tortuosa caminhada (Flotte, 2007).
O Brasil prepara-se para o advento da terapia génica na pratica médica. Mas a
decisdo de investir nessa area, tanto do ponto de vista financeiro quanto do
ponto de vista cientifico e educacional, seguramente tera retorno significativo
para a medicina brasileira do século XXI (LINDEN, 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho visa a ampliacdo dos conhecimentos sobre terapia génica, para
que seja possivel transmitir aos alunos do ensino médio, informacgdes tedricas
fundamentadas sobre o tema e de como esse pode ser aplicado em beneficio do

homem.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos do trabalho séo:

a) Definir o que € Terapia Génica;
b) Identificar e caracterizar os vetores utilizados na Terapia Génica,

c) Correlacionar os riscos e vantagens associados a cada vetor.
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4 METODOLOGIA

Revisdo bibliografica da literatura nacional e internacional sobre Terapia
Génica e sobre os vetores utilizados. Para o levantamento bibliografico foram
empregadas as seguintes palavras chaves: terapia génica, vetores virais e
vetores ndo virais nos indexadores MEDLINE, Pubmed, LILACS, Scielo, BIREME
e Google académico, selecionando artigos cientificos relevantes ao tema

publicados entre janeiro de 2000 e abril de 2015.
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5 RESULTADOS

Com o uso de técnicas de DNA recombianate, a terapia génica € um
procedimento destinado a introduzir em um organismo, sequéncias génicas para
substituir, manipular ou suplementar genes inativos ou disfuncionais (LINDEN,
2008). Em sua forma mais simples, a terapia génica consiste na insercao de
genes funcionais em células com genes defeituosos para substituir ou
complementar esses genes causadores de doengas (DANI, 2000).

Seu principio baseia-se no entendimento de que algumas doencas sdo
causadas por defeitos em um ou mais genes, levando a producéo descontrolada
ou a supressdo de uma proteina essencial para o funcionamento das células
(ANDERSON, 2000). Com o mapeamento do genoma humano,
aproximadamente 10.000 fendétipos variantes ja sdo conhecidos, e a maioria
destes sdo desencadeadores de doencas incuraveis. Com o advento de novas
tecnologias, em particular na area da biologia molecular, a aplicacdo clinica da
terapia génica tem vindo a se tornar uma possibilidade real na cura dessas
doencas (PENQUE, 2000).

O primeiro uso da terapia génica (TG) em humanos foi iniciado, em 1990,
numa garota com imunodeficiéncia letal, causada pela deficiéncia da adenosina
desaminase, a qual recebeu uma transfusdo de linfécitos geneticamente
corrigidos e cuja expressao do transgene foi de longa duracdo (VASQUEZ E
MEIRELLES, 2001).

Um dos pontos mais importantes para seguranca e eficacia dessa terapia € a
selecdo do vetor, que faz a protecéo e o transporte do material genético a célula
alvo. Sem esse vetor, 0 gene é facilmente degradado por endonucleases (GINN
et al, 2013). O vetor € um transportador que ajuda a contornar as barreiras
naturais contra a internalizacdo de DNA para o nucleo da célula, local no qual
havera a utilizagdo da maquinaria celular para expressar o gene exdgeno
(WORGALL, 2005). Para ser considerado ideal, o vetor precisa apresentar
algumas caracteristicas como: capacidade de acomodacgédo de um transgene de
tamanho ilimitado, baixa imunogenicidade e citotoxicidade, expressao estavel do
transgene, direcionamento para tipos especificos de células ou tecidos, baixo
custo, facil producdo e manipulacdo e ainda possibilidade de regular a expressao

do gene exdgeno no tempo e/ou na quantidade (NARDI et al, 2002). No entanto,
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entre as alternativas disponiveis podemos escolher aquele que melhor se adapte
as caracteristicas terapéuticas desejadas no tratamento.

Em geral, os sistemas de vetores de transferéncia de genes podem ser
categorizados em sistemas virais e nao virais. Dada a ampla diversidade de
orgaos e células-alvo potenciais para a terapia de genes, um Unico sistema de
vetor é improvavel que seja apropriado para todas as aplicacbes potenciais
(WORGALL, 2005). Mais de 75% dos ensaios clinicos utilizaram vetores virais e
somente em torno de 25% vetores ndo virais, sendo que 18% foram feitos com
DNA livre e 6% com lipidios cationicos (GINN et al, 2013). A seguranca ainda é a
principal barreira ao desenvolvimento da terapia génica na pratica médica. O
principal entrave é o fato de que os vetores nao virais mais seguros disponiveis
sdo ainda pouco eficientes ou tem aplicacdo muito limitada, entretanto a alta
eficiéncia de transducao de vetores virais € 0 que 0s torna 0s mais promissores
para essa aplicagcdo (WORGALL, 2005).

Entre os vetores empregados estdo os vetores virais, classe em que estdo
inseridos adenovirus, lentivirus, retrovirus, e os ndo virais, que incluem métodos

de transferéncia génica realizada através de métodos quimicos e fisicos.

5.1 VETORES VIRAIS

Os virus sdo microorganismos especializados em invadir células e nelas
introduzir material genético. Contém acido nucleico (DNA ou RNA) cercado por
uma capa de proteina e, em alguns casos de um envelope adicional de proteinas
e lipidios e seu ciclo de vida implica liberagdo do &cido nucleico viral na célula
hospedeira. Essa propriedade € explorada para introduzir genes terapéuticos nas
células (Linden, 2010).

Os vetores virais sdo compostos por virus geneticamente modificados em
gue ha limitacdo do seu potencial de replicacao, restringindo-o para apenas um
ciclo de replicacdo apenas como medida de seguranca (Park et al, 2013,
Kolokoltsov et al, 2005). A remocdo de genes virais que conferem o carater
patogénico e a multiplicagdo permite, por exemplo, que um virus da mesma
subfamilia do patogénico virus HIV possa dar origem a um vetor viral util para
terapia génica (LINDEN, 2010).
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Os principais grupos de sistemas de vetores de transferéncia de genes virais
sdo derivados a partir de adenovirus, de virus adeno-associado (AAV),
retrovirus, lentivirus, e virus do herpes simplex (HSV) (WORGALL, 2005), com
caracteristicas que lhes conferem vantagens ou desvantagens que dependem
fundamentalmente da caracteristica das doencas a serem tratadas (Park et al,
2013, Kolokoltsov et al, 2005)

As etapas para construcao de um vetor viral sdo descritas nas figuras 1 e 2.

PR
o 4 %ﬂ >
X,E%;i @’ DNA do virus
- \
DNA do virus
ITR genes virais ITR 1
/Dd genes virais ﬁ
A tecnologia
’ de

recombinante
AAN AAAN IL)__‘ AA (‘JA‘/‘A’A/ AAAN 'A_A_A‘AJI 'A‘Af4l,kf_’!_l/~
gene terapéutico 1

MAAAAAAAAAN AAASAAAAAI PP PP APLPPIDIPININDINP I AN PIssrmrrnoorr  DNA do vetor viral
ITR gene terapéutico ITR

Figura 1: Construcdo de um vetor viral para terapia génica. A figura utiliza como exemplo o virus
adenoassociado, cujo material genético é uma fita simples de DNA. Na parte de cima é
esquematizado um virus visto por fora e por dentro, em um corte que mostra a localizagédo do
DNA viral. Esse DNA contém varios genes necessarios para o ciclo de vida do virus, isto é, sua
multiplicagdo e recomposi¢do no interior das células. Mas, para usar como vetor, 0 DNA das
regides terminais, marcadas com a sigla ITR, é o suficiente. O processo consiste em substituir os
genes virais pelo gene terapéutico, usando as tecnologias de DNA recombinante. Assim se
produz o componente essencial do vetor viral. Entretanto, como o DNA nu ndo entra com
facilidade nas células, é preciso recompor um virus parecido.

Fonte: LINDEN, 2008
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ITR gene terapéutico ITR )
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e gene terapéutico,
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para uso
Figura 2: Produgcdo em massa de vetores virais para terapia génica. A figura utiliza um vetor
derivado de virus adenoassociado. O DNA do vetor viral foi construido e introduzido por
precipitacdo ou eletroporacdo em células produtoras, junto com um plasmideo contendo genes
auxiliares, os quais sdo necessarios para empacotar o DNA do vetor dentro da estrutura de virus
semelhantes aos adenoassociados originais. As células produtoras formam grandes quantidades
de vetores virais completos, juntamente com contaminantes, que sdo removidos em uma etapa
de purificagdo, ap6s a qual conseguem-se trilhBes de particulas virais contendo o gene
terapéutico livre de impurezas. O vetor est4, assim, pronto para uso.
Fonte: LINDEN, 2008.

5.1.1Retrovirus

Vetores de retrovirus foram os primeiros sistemas de vetores virais a serem
utilizados para terapia génica (Figura 3). Dentre as vantagens dos vetores
retrovirais destacam-se: persisténcia transgene (devido sua integracdo ao DNA
cromossOmico da célula hospedeira) e caréncia de expressao de proteinas virais
na superficie e, consequentemente menor resposta imuno-inflamatoria (devido a
remocdo completa do RNA viral codificado no retrovirus recombinante). Porém,
esse tipo de vetor apresenta certas desvantagens como: dificuldade técnica na
purificacdo e obtencdo de altos titulos do virus recombinante, possibilidade de
originar mutag&o devida integracéo aleatoria e deficiéncia em transfectar células
gue ndo se dividem (VASQUEZ & MEYRELLES, 2001). Como os retrovirus
integram diretamente 0 genoma de células em divisdo, o alvo mais promissor
para esses vetores sao células que se dividem rapidamente, como as células

hematopoéticas e, portanto as principais metas para os vetores retrovirais sao
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desordens de células-T e neoplasias hematologicas herdadas (WORGALL,
2005).

Figura 3: Retrovirus
Fonte: Adaptado de MENCK E VENTURA, 2007.

A simples estrutura gendmica dos retrovirus € uma dos maiores atrativos
para sua utilizagdo como vetor viral, o qual pode ser administrado por transducao
ex vivo de células em cultura ou pela administracéo direta no tecido desejado
(VASQUEZ & MEYRELLES, 2001).

5.1.2 Lentivirus

Pertence a familia Retroviridae, sendo 0 genoma composto por duas fitas
simples de RNA e enzima transcriptase reversa. Os virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), felina (FIV) e simiana (SIV) sdo os representantes mais bem
conhecidos dos lentivirus devido seus efeitos patolégicos (TENORIO et al, 2008).

Os Lentivetores séo bastante utilizados nos protocolos de terapia, pois séo
capazes de transferir grande inserto exégeno nas ceélulas-alvo, servindo como
vetores para o tratamento de inUmeras patologias, como doengas monogénicas,
neuroldgicas e Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA). Possuem baixa
imunogenicidade e sao capazes de transformar geneticamente células

quiescentes, diferentemente de outros tipos de vetores (WORGALL, 2005).
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5.1.3Adenovirus

Séao bastante utilizados principalmente devido a pouca patogenicidade e ao
tropismo amplo por células humanas (Figura 4). No entanto, a grande
imunogenicidade e a expressao génica transiente relacionadas a esses vetores
limitam suas aplicacdes (NARDI, 2002). Podem ser obtidos com altas titulacdes,
séo eficientes na infeccdo de varios tecidos e possuem genoma com DNA dupla
fita, o que permite a insercdo de grandes sequéncias de DNA exdgeno,
exemplificado na figura 5 (MITNE-NETO & ZATS, 2006).

Figura 4: Adenovirus, um dos vetores utilizados na Terapia Génica
Fonte: Adapatado de MENCK E VENTURA, 2007.

Os vetores de adenovirus tém sido extensivamente modificados para reduzir
sua potente imunogenicidade, dessa forma foram eliminados em vetores
adenovirais de primeira geracdo um ou dois genes virais iniciais, E1 e E3
(THOMAS et al, 2003), e substituido pelo gene de interesse terapéutico
(VASQUEZ & MEYRELLES, 2001).

Vetores de segunda e terceira geracdo que contém dele¢Bes adicionais em
outros genes precoces (E2 e/ou E4) revelaram toxicidade reduzida em modelos
animais (ANDREWS et al. 2001), mas o desenvolvimento de adenovirus
dependente-auxiliares (HD-Ads), que possuem todos 0s genes virais excluidos,
tem sido o mais importante avango para diminuir a imunogenicidade, prolongar a
expressao do transgene e melhorar as perspectivas de vetores adenovirais para

a terapia genética a longo prazo (THOMAS et al, 2003).
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Figura 5: Uso de Adenovirus na Terapia Génica.
Fonte: Adaptado de Genetics Home Reference

5.1.4Virus Adeno-associado

O virus Adeno-associado (Figura 6) € um membro da familia parvovirus, seu
genoma do tipo selvagem é de 4,7 kb e integra-se no genoma do hospedeiro
num local especifico do cromossomo 19. Existem pelo menos sete sorotipos
conhecidos, sendo que nenhuma doenca humana tem sido associada com a
infeccdo por AAV (LINDEN & BERNS, 2000). Podem ser obtidos com altas
titulacbes, possuem DNA fita simples e integram seu DNA ao material do
hospedeiro, permitindo expressdo prolongada do transgene. No entanto,
necessitam de co-transfecgcdo com um virus auxiliar devido a incapacidade de
infectar as células sozinho (NARDI & VENTURA, 2004).

O sorotipo mais comumente usado para vetores de AAV é o 2, que infecta o
cérebro e retina muito bem, e assim, foi utilizado para uma vasta gama de
aplicacOes direcionada a esses 6rgaos (COUTO & PIERCE, 2003).

Figura 6: Virus Adeno-associado.
Fonte: Adapatado de MENCK & VENTURA, 2007.
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5.1.5Virus Herpes Simples

Trata-se de um virus com DNA dupla fita de 152 kb, capaz de se replicar em
células hospedeiras, que se dividem e aquelas que ndo se dividem, nas quais
permanecem no estado epissomal. Dentre as vantagens de seu uso como vetor
esta a capacidade de acomodar no seu genoma sequéncias de transgene de 20
a 30 Kb. Altos titulos sdo obtidos facilmente e possui neurotropismo, sendo um
dos vetores mais estudados para a doenca de Parkinson e tratamento de
tumores cerebrais, porém dentre as maiores desvantagens do seu uso esti a
dificuldade de se obter preparacdes livre de virus com capacidade replicativa e
pelo potencial de toxicidade na célula transduzida (VASQUEZ & MEYRELLES,
2001).

5.2 VETORES NAO VIRAIS

Considerando que a transferéncia de genes por sistemas virais néo
apresenta uma completa seguranca no poder replicativo do virus, e que podem
ocorrer replicacdes fora das células desejadas, criou-se sistemas de vetores nédo
virais. Estes sistemas sintéticos sdo em grande parte com base em estruturas
policatidbnicas (NOVO et al, 2015), portanto, estes métodos de entrega de
material genético ndo envolvem o uso de virus (SALAZAR-MONTES et al, 2015).

Comparativamente aos métodos virais, estes ndo apresentam uma eficiéncia
tdo elevada quanto a entrega de material genético, nem uma expressao genética
estavel e prolongada (SANTOS, 2009), porém, a vantagem desses sistemas de
vetores € que ndo ativam a resposta inflamatéria e imune do hospedeiro como
em alguns sistemas virais (WORGALL, 2005).

Incluem-se em vetores nao virais os plasmideos, lipossomos e conjugacao
com polimeros inertes e de elevado peso molecular (SALAZAR-MONTES et al,
2015). Destaca-se, ainda, entre vetores nao virais, o uso de transferéncia direta
de moléculas, denominada de RNA interferente (MENCK & VENTURA, 2007).
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5.2.1Plasmideos

Plasmideos (pDNA) sdo DNA de dupla fita circular, encontrados em bactérias
e alguns outros organismos, que podem carregar um ou mais genes. Eles sao
capazes de se multiplicar independentemente do cromossomo da bactéria, pois
contém sua propria origem de replicacao (figura 7). Seu tamanho pode variar de
1 a 250 Kb (BROWN, 2010). Um vetor plasmidial € uma molécula de DNA
circular purificada, construida por meio de técnicas do DNA recombinante para
conter, além do gene terapéutico de interesse, sequéncias regulatérias tipo
promotores e intensificadores, para facilitar e controlar a expressao do gene.
Vetores de DNA plasmidial podem ser introduzidos nas células por métodos
fisicos, dentre eles: microinjecdo direta, eletroporacao, injecdo de plasmideo e
injecdo balistica de DNA (DANI, 2000). Apesar da expressao relativamente baixa
atingida ap6és uma unica administracdo do plasmideo, esta expressdao é
suficiente para atingir niveis fisiologicos e terapéuticos da proteina desejada.
Além disso, as melhorias nas técnicas e formulacbes de plasmideos foram

realizadas para aumentar a taxa de transfecgéo (COSTA et al, 2014)

Gene de
resisténcia
Sitios de
restricdo
Origem de
replicacao

Figura 7: Plasmideo — com genes de resisténcia a antibioticos, origem de replicagéo e os sitios
de restricdo, onde os genes de interesse podem ser inseridos.
Fonte: BROWN, 2010.

5.2.2Lipossomas

Sdo vesiculas constituidas de uma ou mais bicamadas fosfolipidicas
orientadas concentricamente em torno de um compartimento aquoso e servem
como carreadores de farmacos, biomoléculas e agentes de diagndstico,

conforme exemplificado na figura 8 (BATISTA et al, 2007).
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Figura 8: Lipossomas — caracteristicas estruturais dos varios tipos de lipossomas.
Fonte: BATISTA et al, 2007.

Os lipossomas sdo considerados como uma nova estratégia para a entrega
de medicamentos e genes a células. A utilizacdo de formulacbes de lipossomas
para a entrega de genes in vivo € (til para a TG e evitaria varios problemas
associados com a distribuicéo viral (TEMPLETON, 2004), consiste na mistura do
DNA desejado com fosfolipidios, resultando na formacdo de compostos
moleculares hidrofilicos envolvidos em moléculas hidrofébicas, facilitando a
passagem do material genético pela membrana celular e protegendo
relativamente esse material do ataque enzimatico intracelular. Destacam-se na
TG por ndo serem tdéxicos nem imunogénicos, transferir genes de qualquer
tamanho e para a maioria dos tecidos. Contudo, sua utilizacdo para fins

terapéuticos ainda é limitada, devido a baixa taxa de transfeccdo obtida
(VASQUEZ & MEYRELLES, 2001).

5.2.3Lipideos catidnicos

Os lipideos catibnicos utilizados como vetores possuem uma parte hidrofilica
carregada positivamente facilitando a interacdo com as cargas negativas dos
grupos fosfatos do DNA. Essas moléculas, por serem anfifilicas, formam micelas
ou lipossomos em meio aquoso, havendo interacdo eletrostatica entre as cargas
positivas do lipideo e as negativas do DNA, resultando na formacdo de
lipoplexos (Figura 9) (MA et al., 2007).

A eficacia de transfeccdo desses vetores € bastante significativa, porém a

toxicidade € o maior obstaculo para o seu uso clinico (BING WANG et al, 2012).
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Os grupos hidrofilicos contém grupos amina e conferem cargas positivas ao
lipideo, sendo esse carater catibnico dos grupos polares o que mais influencia na
toxicidade. Por esse motivo, estudos com modificagdes nos grupos polares de
lipideos estdo sendo realizados para diminuir a toxicidade e aumentar a
eficiéncia de transfecgcdo com DNA ou no silenciamento de mRNA por siRNA
(CHEVRE et al, 2011).

Ja estdo disponiveis comercialmente alguns lipideos como, a lipofectamina
2000™ e o dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) (BING WANG et al, 2012).

a)

— "Cabega" hidrofilica

—— "Cauda" hidrofobica

Figura 9: a- Lipideo catibnico; b- lipoplexo.
Fonte: MA et al, 2007.

5.2.4RNA Interferente

O fenbmeno de silenciamento génico a partir de moléculas de RNA fita-dupla
teve seu mecanismo revelado em 1998, através de experimentos com um verme
nematoide (Caenorhabditis elegans), sendo que, em 2001, foi comprovada a sua
existéncia também em células de mamiferos. Pequenas moléculas de RNA sao
sintetizadas nas células, a partir de seu genoma, de modo a produzir estruturas
similares a grampos que controlam a expresséo de genes celulares, seja a partir
da degradacdo do RNA mensageiro ou bloqueio da sintese proteica. Esse
sistema interfere na expressao génica das células, recebendo assim o nome
RNA interferéncia (RNAIi), e esta exemplificado na figura 10 (MENCK &
VENTURA, 2007).
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O emprego de RNAi como ferramenta de terapia génica tem sido muito
estudado, especialmente em infeccbes virais, cancer, desordens genéticas
herdadas, doencas cardiovasculares e mesmo em doencas reumaticas. Aliados
aos dados do genoma humano, os conhecimentos do silenciamento génico
mediado por RNAI podem permitir a determinacdo funcional de praticamente
qualquer gene expresso em uma célula e sua implicacdo para o funcionamento e
homeostase celular (FRANCA et al, 2010). Resultados promissores e
surpreendentes, também tém sido obtidos com aplicacdo de moléculas de
shRNA(short hairpin RNA) através da inalagdo com administragdo intranasal,
tendo como alvo doencas respiratérias, podendo também auxiliar no tratamento
com radicdo ionizante e agentes quimioterapicos (MENCK & VENTURA, 2007).
O grande potencial da RNAi tem resultado em estratégias bem sucedidas para o
silenciamento de uma grande variedade de genes codificadores de proteinas,
permitindo obter importantes informacdes sobre a funcdo desses genes e
respectivas proteinas (BERTRAND et al, 2002).

Mesmo que a terapia com RNAI esteja associada a um tratamento com alto
grau de especificidade, achados sugerem que os efeitos fora do alvo e outras
potenciais complicacdes podem ser observadas, requerendo ainda, vigorosas
investigacBes referentes a sua eficicia, seletividade, desenvolvimento de
estratégias para evitar efeitos fora do alvo e otimizac&o dos sistemas de entrega
dos siRNAs (FRANCA et al, 2010).
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Figura 10: Acdo de RNA interferéncia em células animais. A) Esquema do mecanismo de RNAi
indicando as principais proteinas/complexos proteicos envolvidos. B) Esquema mostrando como
podemos empregar esses mecanismos para provocar silenciamento de genes de forma dirigida,
com duplex de RNA (RNAsi), vetores virais ou ndo para expressdo de shRNA (RNA short
hairpin).

Fonte: MENCK, 2010.
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Para introducdo de genes em organismos através da terapia génica, duas

estratégias basicas podem ser utilizadas: in vivo e ex vivo (figura 11).

Ex vivo In vivo

Figura 11: Estratégias de terapia génica ex vivo e in vivo. Ex vivo: 1.coleta e cultivo in vitro das
células do paciente; 2.transdugdo com vetor carregando 0 gene terapéutico; 3.selegcdo e
expanséao das células com gene terapéutico; 4.reintroducéo das células modificadas no paciente.
In Vivo: 1.formulagéo apropriada do vetor que carrega o gene terapéutico; 2. injecao direta do
vetor no tecido-alvo do paciente.

Fonte: MENCK & VENTURA, 2007.

Na estratégia in vivo, vetores eficientes podem levar o transgene diretamente
ao orgao-alvo adequado por aplicagédo direta no organismo, levando a eficiente
expressao do transgene.

A estratégia ex-vivo baseia-se na modificacdo de células de um tecido alvo,
retiradas de um paciente e cultivadas in-vitro. Essas células selecionadas, em
geral através de uma marca de resisténcia a antibioticos que sao expandidas e
reintroduzidas no paciente, irdo expressar o gene exogeno desejado (MENCK &
VENTURA, 2007).
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6 DISCUSSAO

O tratamento de doencas humanas atraveés da transferéncia de genes foi
originalmente direcionado para doencas hereditarias, causadas normalmente por
defeitos em um dnico gene, como fibrose cistica as hemofilias,
hemoglobinopatias e distrofias musculares. Entretanto, a maioria dos
experimentos clinicos de TG atualmente em curso esta direcionado para o
tratamento de doencas adquiridas como AIDS, doencas cardiovasculares e
diversos tipos de cancer, devido ao fato dessas doencas adquiridas
apresentarem uma alta incidéncia na populacdo mundial quando compara a
frequéncia das doencas monogénicas, assim ensaios clinicos bem sucedidos
para essas enfermidades poderiam trazer beneficios a um numero muito maior
de pacientes (NARDI et al, 2002).

Para ilustrar as aplicacdes potenciais da TG alguns exemplos sao listados

a sequir.

6.1 HEMOFILIA

As hemofilias A e B sédo enfermidades, decorrentes de deficiéncias
guantitativas ou de defeitos moleculares dos fatores VIII e IX respectivamente,
de transmissdo hereditaria recessiva, ligada ao cromossomo X. Caracteriza-se
por manifestacdes hemorragicas prolongadas ou espontaneas, principalmente
em articulacdes, musculos e 6rgaos internos (HOEPERS, 2008).

O procedimento na TG € introduzir o gene sadio em células do paciente
para que essas passem a produzir a proteina necessaria. Com a terapia o
organismo deve ndo apenas voltar a produzir a proteina que falta, mas produzi-la
em quantidade suficiente para reestabelecer a saude do paciente e por longo
prazo, idealmente por toda a vida (LINDEN, 2010).

Os genes do fator de coagulacdo estavam entre 0s primeiros a ser
clonados no inicio de 1980 e tragos recessivos como as hemofilias tornaram-se
rapidamente metas para a aplicacdo de TG em células somaticas. Ao longo das
Ultimas trés décadas, muitas estratégias tém sido utilizadas para conseguir a

expressao persistente e com nivel terapeuticamente relevante de fator VIII (FVIII)
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e fator IX (FIX) em modelos animais de hemofilia. Na verdade, ndo tem tido
muito éxito estratégias de transferéncia de varios genes com o longo-termo
"cura" da hemofilia A e B, em camundongos e em numeros menores de animais
de grande porte. No entanto, sucessos semelhantes nédo tinham sido
documentados em doenca humana até muito recentemente (HIGH et al, 2014).

Estudos utilizando dose elevada de um vetor derivado de virus
adenoassociado (rAAV ), contendo o gene codificante do fator IX em pacientes
com hemofilia B por infusdo hepatica, apresentou entre duas e cinco semana
apos o tratamento niveis terapéuticos de fator IX circulante acima de 10% da
atividade normal, que € sufuciente para sustentar a capacidade de coagulacao
sanguinea. Entretanto, o efeito terapéutico foi transitorio, desaparecendo seis
semanas ap0s o tratamento, acompanhado de aumento temporario e
assintomatico de niveis de transaminases. Os resultados deste e de outro
paciente no mesmo estudo indicaram que os efeitos terapéuticos foram abolidos
por degeneracédo das células do figado nas quais foi introduzido o vetor, causada
por uma resposta imune contra proteinas do vetor viral (MINGOZZI & HIGH,
2007).

Com base em resultados clinicos encorajadores utilizando vetores
lentivirais, estudos pré-clinicos utilizando engenharia genética HSCs para tratar
hemofilia A estdo avancando no sentido de ensaios clinicos. Promotores
especificos de plaquetas tém sido utilizados para tratar tanto modelos de
hemofolia A murina e canina. Pensa-se que esta tecnologia pode ser mais util no
contexto de pacientes com inibidores de FVIII pré-existente. Projetos de
lentivirus usando promotores com expressdao padrbes mais onipresente tém
avancado para o estagio de avaliacédo pela FDA (Food and Drug Administration).
Embora os estudos iniciais utilizando retrovirus-modificado recombinante HSCs
tenham mostrado limitada expressao de FVIII em camundongos transplantados
com hemofilia A, estudos recentes utilizando sequéncias geneticamente
modificadas de FVIII tem mostrado expressao terapéutica de FVIII em longo
prazo. Ensaio clinicos utilizando um vetor lentiviral de auto-inativagdo tem sido
bem avaliado pela US Recombinant DNA Advisory Committee, e espera-se,
portanto, que haja aprovagdo clinica para utilizagdo de lentivirus na terapia
genética para hemofilia A (HIGH et al, 2014).
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Resultados demonstram a necessidade de cautela na transicdo de
estudos pré-clinicos para ensaios clinicos, mesmo na auséncia de efeitos
adversos sérios, e forneceu dados cruciais para o avanco da aplicacéo clinica de
terapia génica. Novos estudos experimentais estdo em andamento, visando
evitar essa resposta imunitaria com o emprego de variantes do vetor e
imunossupressao transitdria, que guiardo novos ensaios clinicos (HASBROUCK
& HIGH, 2008).

6.2 SINDROME DA IMUNODEFICIENCIA SEVERA COMBINADA LIGADA AO X

(SCIDXI)

A SCID ligada ao cromossomo X é realmente a forma mais comum de SCID,
respondendo por 40% -50% dos casos notificados no mundo SCID. As mutagdes
no gene IL2RG estdo a conduzir a expressao do defeito comum a cadeia gama
(yc), uma subunidade partilhada por uma série de receptores de citocinas,
incluindo o complexo de receptores de interleucina (IL) -2, 4, 7, 9, 15 e 21, que
desempenham um papel fundamental no desenvolvimento e fungéo de linfocitos
(MUKHERJEE & THRASHER, 2013). Como consequéncia, os pacientes SCID-
X1 apresentam profundos defeitos imunolégicos causados por numeros baixos
ou a auséncia completa de células T e NK, e presenca de células B nédo
funcionais. Morte por infecgcbes adquiridas na comunidade ou oportunistas
geralmente ocorre antes de 1 ano de idade, a menos que o transplante de
células-tronco hematopoéticas alogénico seja realizado (FISCHER &
CAVAZZANA-CALVO, 2008).

SCID-X1 foi considerado o modelo mais preciso para avaliar a TG, porque a
reversdo espontadnea da mutacdo no gene que codifica IL2RG-yc levou a
restauragdo da competéncia imunologica, o que sugere que as células
progenitoras de linfécitos transduzidas poderiam transportar uma vantagem
seletiva sobre homodlogos n&o transduzidos ((MUKHERJEE & THRASHER,
2013), porém alteracdes do genoma foram encontrados em todos os pacientes
submetidos a terapia e, provavelmente, responsavel pelo desenvolvimento de
leucemia (3), favorecida pela vantagem seletiva que Ihes sao atribuidas pela

expressdo concomitante do gene yc. Devido a ocorréncia de complicacbes
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graves, foi solicitado a interrupcdo dos ensaios para SCID-XI (CAVAZZANA-
CALVO et al, 2012).

Para melhorar a seguranca mantendo o perfil de eficacia para a terapia
génica X-SCID, uma auto-inativacdo (SIN) do vetor y-retroviral com o virus da
leucemia murina de Moloney deletado LTRU3 potenciador foi explorado,
expressando IL2RG DNA complementar fator de alongamento eucarigtico
humano la (EF1a) promotor curto, e tendo demonstrado ser menos mutagénico
in vitro. Os resultados provisorios dos primeiros nove pacientes tratados em fase
1/2 em ensaios paralelos realizados em Londres, Paris, Boston, Cincinnati, e Los
Angeles foram recentemente publicados. Oito dos nove doentes tratados
sobreviveram, enquanto que uma infeccdo disseminada por adenovirus
preexistente foi fatal para um paciente de 4 meses apo6s TG, antes da
reconstituicdo completa do compartimento de células T. Até os 48 meses de
acompanhamento, a reconstituicdo imune de células T ocorreu em outros 7
pacientes. E importante ressaltar que a analise de integracdo mostrou um perfil
de integracédo policlonal com reducdo do numero de clones proximos conhecidos
proto-oncogenes e genes linféides implicados em eventos adversos graves em
ensaios TG anteriores (HACEIN-BEY-ABINA et al, 2014).

6.3 SINDROME WISKOTT-ALDRICH (WAS)

A Sindrome de Wiskott-Aldrich (WAS) é uma imunodeficiéncia rara, ligada ao
X, sendo a trombocitopenia congénita com plaquetas pequenas a principal
caracteristica do diagnostico da WAS. Muitos pacientes apresentam diarreia
sanguinolenta no primeiro més de vida. Eczema, que ocorre em alguns, mas nao
em todos os pacientes, pode ser o problema clinico predominante. Otites,
sinusites e infeccdes devido a herpes simplex e EBV sao particularmente
problematicas. Muitos pacientes apresentam aumento de IgE e IgA, com IgM
baixa. Numero de células T e funcdo declina com a idade. H4 um aumento da
incidéncia de manifestacbes autoimunes (vasculite, anemia hemolitica,
glomerulonefrite) e neoplasias (leucemia, linfoma, tumor cerebral EBV-
relacionado) (GONZALES & CARVALHO, 2011).
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A WAS é uma imunodeficiéncia ligada ao X causada por muta¢cdes no gene
que codifica sua proteina (WASp), a qual € expressa no citoplasma de todas as
células hematopoiéticas, incluindo as células tronco (CD34+), plaquetas,
linfocitos, neutrofilos, macrofagos e células dendriticas, participando da
transducdo de sinais da superficie da célula para o citoesqueleto de actina.
Portanto, a WASp esta envolvida na locomocédo celular, sinalizagdo celular e
formacéo da sinapse imune. Também participa do processo de fagocitose e de
apoptose (NOTARANGELO et al, 2008).

Devido a perturbacdo da homeostase de células B em pacientes com o WAS,
a restauracdo da competéncia imunologica é um dos principais objetivos
terapéuticos. Um ensaio de reconstituicdo do compartimento de células B em 4
pacientes que receberam células-tronco hematopoeticas autdlogas transduzidas
com um vetor lentiviral depois um regime de condicionamento de intensidade
reduzida combinada com administracdo de anti-CD20, mostrou que a TG
mediada por vetores lentivirais, ocasionou 0 aumento progressivo de células B
transduzidas no sangue periférico de todos os pacientes. As células
progenitoras transduzidas por vectores lentivirais foram capazes de repovoar 0
compartimento de células B com uma normalidade distribuicdo de
subpopulacdes de células B tanto na medula 6ssea como periferia, que mostra
um perfil de expressdo de proteinas WAS semelhante ao que de dadores
saudaveis. Além disso, depois de TG, observou-se um frequéncia normalizada
de células B auto-imune associada CD19* CD21 CD35 e CD21°" e uma
reducdo nos niveis de fator de ativacdo de células B. Os niveis séricos de
imunoglobulina e producéo de auto-anticorpos melhorado em todos os pacientes
tratados. Os resultados do ensaio forneceram evidéncias de que a TG mediada
por vetor lentiviral induz a expresséo do transgene no compartimento de célula-
B, resultando no desenvolvimento de células B e melhora da funcionalidade,
contribuindo assim, para a melhoria imunolégica em pacientes com WAS
(CASTIELLO et al, 2015).
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6.4 AMAUROSE CONGENITA DE LEBER (LEBER'S CONGENITAL

AMAUROSIS - LCA)

A LCA é uma doenca que provoca cegueira progressiva, iniciando-se com
perda importante de visdo em bebés e progredindo ao longo do tempo para
cegueira total. Inicialmente, os fotorreceptores, células retinianas sensiveis a luz
e imprescindiveis para a viséo, séo inativados, mas permanecem Vivos na retina,
e sua degeneracdo costuma acontecer por volta dos 30 anos de idade
(HOLLANDER et al., 2008). H&a varias formas de LCA, algumas de causa
genética jA& bem conhecida, como a deficiéncia na RPE65, uma enzima
necessaria para produzir o derivado da vitamina A, essencial para o
funcionamento dos fotorreceptores (BERETA et al, 2008). Atualmente, h&
mutacdes em 11 genes identificados responsaveis pela amaurose congénita de
Leber: GUCY2D, RPE65, RDH12, AIPL1, C60RF152, RPGRIP1, CRX, CRB1,
CEP290, IMPDH1, mas estudos recentes identificaram que RPEG65 (proteina
presente no EPR) é a isomerase que converte 11-cis-retinal em all-trans-retinal,
sendo que, na falta dessa proteina, ndo ha formacdo de pigmento visual,
ocorrendo acumulo da vitamina A por bloqueio do ciclo visual (LE MEUER et al,
2007).

Em ensaio com caes, obtiveram sucesso, ao injetar via sub-retiniana, vetores
AAV carregando o gene RPEG65 diretamente nos olhos. Observaram que a
funcao retiniana melhorou em menos de quatro semanas, persistindo até nove
meses nos animais entre dois e onze meses de vida, sendo que acima de dois
anos e meio o tratamento € ineficiente ja que a degeneracao retiniana esta em
estagio mais avancado. Pela primeira vez, reportaram 0 aumento nas respostas
da eletrorretinografia em ambos os olhos e ndo apenas no olho de estudo
(NARFSTROM et al, 2003). Ensaios realizados em humanos trés pacientes
foram submetidos a injecdo sub-retiniana durante vitrectomia com vetor AAV,
apenas um teve melhora da acuidade visual, fato explicado devido a patologia
estar no estagio mais brando que nos outros pacientes e a administracdo ser
realizada no olho ambliope (BAINBRIDGE et al, 2008). Em outro estudo
semelhante, obtiveram sucesso utilizando AAV com injecdo sub-retiniana e

vitrectomia no olho ambliope em trés pacientes. Todos tiveram melhora da
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acuidade visual apés seis semanas, reducdo do nistagmo e aumento do reflexo
pupilar & luz. Nos ensaios ndo houve evidéncia de toxicidade, inflamacéo e
efeitos adversos ao tratamento, sugerindo que o tratamento poderia ser mais
eficiente se realizado em criancas onde a degeneracdo da retina € menor
podendo melhorar a funcéo visual (MAGUIRRE et al, 2008).

6.5 CANCER

A maioria dos ensaios clinicos de terapia génica tem sido feita em pacientes
de cancer, em geral em estagios avancados, sendo que o efeito desejavel de
qgualquer tratamento de cancer € o de provocar a morte seletiva das células
tumorais. O procedimento apelidado de “técnica de genes suicidas” consiste em
introduzir nas células tumorais um gene que ndo existe no genoma humano e
codifica a enzima timidina cinase, proveniente do genoma herpesvirus. Essa
enzima na presenca de uma droga chamada ganciclovir, mata a célula, pois a
enzima transforma o farmaco toxina que s6 afeta as células que se multiplicam
(figura 12).
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Figural2: Mecanismo de acdo de genes suicidas. O exemplo refere-se a glioblastomas, mas
também se aplica a outros tipos de tumores. Primeiro, 0 neurocirurgido remove 0 maximo
possivel do tumor, restando células tumorais dispersas entre os neur6nios normais do cérebro. O
gene terapéutico (HSV-TK ou timidina cinase) é injetado na regido operada, penetrando nas
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células nas células e comandando a producdo da enzima. Essa enzima fosforila o ganciclovir
injetado, transformando-o em uma toxina poderosa que se incorpora ao DNA das células-alvo,
bloqueando a replicacdo do DNA e levando, eventualmente, a morte da célula proliferante.

Fonte: LINDEN, 2008.

Embora a eficacia da tecnologia de gene suicida para tratamento de tumores
seja ainda controversa, alguns estudos obtiveram resultados animadores, entre
eles, um ensaio clinico de fase I/1l realizado na Finlandia, no qual a ressecao de
glioblastomas, foi seguida por injecdo no leito cirargico, de um vetor adenoviral,
contendo o gene da timidina cinase de herpesvirus. O procedimento prosseguiu
com injecdes endovenosas diarias de ganciclovir por 14 dias, o que resultou em
aumento significativo da sobrevida do grupo de 17 pacientes tratados por terapia
génica, quando comparado a um grupo de 19 pacientes tratados com terapia
convencional, ou quando comparado a uma populacédo controle de 36 pacientes
previamente tratados por métodos convencionais na mesma unidade de

neurocirurgia, nos dois anos anteriores ao ensaio (IMMONEN et al., 2004).

6.6 RISCO-BENEFICIO NA TERAPIA GENICA

A maioria dos ensaios clinicos de TG ja encerrados se destinou a testar a
seguranca do procedimento, a identificacdo de efeitos adversos precoces
durantes estudos, foi suficiente para encerrar imediatamente o teste, evitando
risco de agravamento, mas em muitos casos, procedimentos foram considerados
seguros, quando muito com efeitos adversos ocasionais, discretos e toleraveis.
Dor ou inflamacéo leve no local da injecao, febre baixa transitéria, dor de cabeca
passageira, sintomas semelhantes a gripe e outros efeitos suaves sao, em geral,
toleraveis em vista do potencial de tratamento de uma doenca incuravel. Esses
sdo a maior parte dos incidentes que se costuma encontrar nos ensaios clinicos
de fase | em terapia génica, especialmente apds a realizacdo de extensos testes
pré-clinicos em animais (LINDEN, 2010).

A terapia génica, pode ocasionar reacdes adversas que variam na
severidade, mas que em certos casos, podem levar a morte. Os casos citados
constituem os mais graves efetivamente caracterizados como efeitos adversos
da terapia génica, e possuem origem em caracteristicas dos vetores virais
utilizados. Porém, em ambos o0s casos, a pesquisa fundamental, aliada a

observacgéao criteriosa dos eventos associados ao tratamento e ao curso clinico
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dos efeitos colaterais, contribuiu para avan¢os no desenho e produgao de novos
vetores, destinados a evitar tais efeitos adversos (LINDEN, 2010).

Jesse Gelsinger, 18 anos de idade, em setembro de 1999, participou de um
ensaio clinico de TG na Universidade da Pensilvania, na Filadélfia. Gelsinger
sofria de uma deficiéncia parcial de ornitina transcarbamilase (OTC), uma
enzima do figado necesséaria para a remocdo do excesso de nitrdgenio de
aminoacidos e proteinas. A deficiéncia de OTC conduz a um acumulo de amdnia
na corrente sanguinea, 0 que, por sua vez, provoca uma elevacdo de ions de
amoénio no cérebro, levando a encefalopatia, dano cerebral e coma. A
Universidade da Pensilvania concebeu o ensaio para testar a seguranca da
utilizacdo de vetores adenovirais de segunda geracdo E1 e E4 suprimida, para
entregar o gene de OTC para o figado. A terapia era destinada a bebés que
sofriam de deficiéncia OTC grave e fatal, mas preocupacdes éticas sobre a
capacidade dos pais em dar consentimento informado sobre a doenca dos seus
filhos significava que o julgamento de seguranca seria realizado em 18
voluntarios adultos relativamente capazes de julgamento que tiveram apenas
uma forma leve da doenca, que foi controlado com dieta e medicamentos.
Gelsinger recebeu a maior dose de vector no julgamento (3,8 x 1013 particulas).
Uma paciente do sexo feminino que recebeu uma dose semelhante (3,6 x 1013
particulas) ndo experimentou efeitos colaterais inesperados. Mas Gelsinger, 4
horas apds o tratamento, desenvolveu uma febre alta. Na manha seguinte, ele
estava exibindo sintomas de lesdo hepéatica e coagulagdo intravascular
disseminada. Dentro de quatro dias Gelsinger morreu de faléncia mdultipla de
orgaos. A morte de Jesse Gelsinger foi diretamente atribuida & administracao do
vetor adenovirus. A autépsia revelou que, embora o vetor tivesse sido infundido
diretamente para o figado através da artéria hepatica, quantidades substanciais
do vetor tinham disseminado na circulagdo e acumulado no baco, ndodulos
linfaticos e medula éssea. A entrega sistémica do vetor desencadeou uma
resposta inflamatoria macica que levou a coagulacao intravascular disseminada,
insuficiéncia respiratdria aguda e faléncia multipla de 6rgéos (NIH, 2002).

Em abril de 2000, um documento foi publicado na revista Science, que
marcou 0 ponto mais alto na histéria turbulenta de terapia genética. Em um artigo
intitulado "A terapia genética humana da doenca imunodeficiéncia severa

combinada (SCID)- XI", Maria Cavazzana-Calvo, Alain Fischer e seus colegas do



35

Hospital Necker for Sick Children em Paris relatou a primeiro cura definitiva de
uma doenca por terapia genética (CAVAZZANA-CALVO, 2000). Trés criangas
gue sofriam da Sindrome fatal ligada ao X SCID-XI tinham desenvolvido
sistemas imunitarios funcionais apds a reinfusdo de células estaminais
hematopoéticas que foram transduzidas ex vivo com um vetor de MLV que
realizado o gene que codifica um receptor para a citocina cadeia C-y. Sem o
receptor da cadeia y-c, os linfécitos em desenvolvimento sdo incapazes de
responder a sinais de citocina e maturar em células T funcionais e células natural
killer (NK). Desde a publicacdo do presente relatério, varios outros pacientes
foram tratados com a mesma terapia génica com sucesso aparente, mas a
euforia tornou-se ansiedade ap6s o desenvolvimento de leucemia em dois dos
pacientes de Fischer. Pensa-se que as células T cancerosas em ambos 0s
pacientes sdo derivadas de células individuais transduzidas, em que o genoma
do retrovirus foi inserido perto, ou em, o dominio do oncogene LIM2 (LMO2),
ativando expressdo de LMO2 (CHECK, 2002). A insercdo semelhante na regiao
LMO2 foi identificada em um terceiro filho no estudo SCID-XI, embora essa
crianca ndo tenha desenvolvido leucemia. No ensaio SCID-XI, células estaminais
hematopoéticas, que sdo geneticamente manipuladas com o receptor da citocina
cadeia y-c necessaria para passar por muitas divisdes celulares para gerar uma
célula T funcional repovoamento repertoire. Embora ja houvesse uma forte
selecdo de células modificadas geneticamente para proliferar, a ativacdo da
expressdo do gene LMO2 provavelmente impulsionou a capacidade desses de
proliferar esses clones a ponto de malignidade. Portanto, parece provavel que o
cancer nos dois pacientes SCID-XI foi uma consequéncia de uma combinacéo
especifica de vetor, transgene e alvo da doenca (CHECK, 2003).

Em ensaios clinicos mais recentes, realizados na Franca e Inglaterra, de 20
criancas abaixo de um ano de idade submetidas a terapia génica para sindrome
de imunodeficiéncia combinada severa ligada ao cromossomo X (SCID-XL) cinco
desenvolveram leucemias. Dessas, uma foi a 6Obito e quatro apresentaram
remissdo completa da leucemia apOs quimioterapia. Exames feitos apos o
aparecimento das leucemias revelaram que os vetores retrovirais utilizados em
ambos o0s ensaios produziram mutagénese insercional, ou seja, mutagcdes
produzidas pela intromissdo do vetor no DNA, rompendo a continuidade da
sequéncia genética (CAVAZZANA-CALVO & FISCHER, 2007).
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O balanco de efeitos adversos e beneficios em ensaios clinicos de terapia
génica indicam que o curso do desenvolvimento das terapias avancadas, tais
como os tratamentos com células-tronco, sera tanto mais seguro quanto mais
bem fundamentado pela pesquisa basica e sujeito a regulamentacao adequada
para restringir a autorizacdo de ensaios clinicos a condicdo de maxima
seguranca possivel na época dos ensaios, porém sem tolher o avanco da
pesquisa meédica. A analise dos efeitos adversos tem contribuido para orientar o
desenvolvimento biotecnolégico na area e aperfeicoar a regulamentacdo e os
critérios para autorizacéo de ensaios clinicos.

As primeiras etapas de desenvolvimento de tecnologias estdo ao alcance de
grupos de pesquisas, institutos e universidades publicas , bem como entidades
privadas financiadas com recurso publico, porém a transferéncia da pesquisa
laboratorial para o ensaio clinico demanda de recursos que estdo geralmente
muito além da capacidade de financiamento publico. Dessa forma, companhias
de biotecnologia investem na realizacdo desses ensaios em razdo das patentes
gue eventualmente possam vir a ser exploradas comercialmente. Até 0 momento
apenas um produto classificado especificamente como TG foi aprovado e outros
guatro encontram-se em fase adiantada no caminho
conforme exposto na tabela 1 (LINDEN, 2010).

da comercializagéo,

Produto Composigéo Indicacéo Empresa Status
Gendicine® rAd-p53 Tumores de SiBiono Aprovado e no
cabeca e GenTech, China | mercado na China
pescoco (2003)
Rexin-G® tumor matrix Tumores Epeius Biotech, | Uso compassionado
(collagen)-targeted, solidos EUA no Japao (2007),
retroV-dnG1-Cyclin aprovado nas
Filipinas
Collategene® Plasmid-HGF Isquemia AnGes MG/ Sob reviséo no
critica de Daiichi Sankyo, Japéo, analise de
membros Japéo protocolo especial
(SPA) nos EUA
Advexin® rAd5CMV-p53 Tumores de Introgen, EUA Sab reviséo,
cabeca e ensaio fase Il em
pescoco andamento
Cerepro® rAd5-TK Glioblastoma Ark Aprovado para uso
Technologies, individualizado na
ING/Finlandia Franca e Finlandia
(2009)

Tabela 1: Produtos de TG em estagio avancado de desenvolvimento.
Fonte: Linden, 2010.
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A Unido Européia, desde 1984, tem empreendido sete programas-quadro
(PQ), dedicados a investigacao e inovagdo, com periodos de 5-7 anos. Durante o
quinto, sexto e sétimo PQ, mais de € 351milhdes foram investidos em 110
projetos no campo da transferéncia de genes e da terapia génica. Atualmente,
15 projetos do 7° PQ de terapia genética incluem ensaios clinicos principalmente
para pacientes que sofrem de uma doenca rara ou cancer, mas também de
doencas mais frequentes, tais como restricdo do crescimento fetal grave ou
degeneracdo macular relacionada a idade. O programa de investigacdo e
inovacgéo oitavo, Horizon 2020 (2014-2020), foi concebido como um dos meios
fundamentais para impulsionar o crescimento econémico e a criagdo de
emprego, abordando todo o ciclo da inovacédo, desde a pesquisa basica até a
implementacdo. O Horizon 2020 tem trés pilares principais: a exceléncia
cientifica, lideranca industrial e desafios societais. O desafio abordando
principalmente a pesquisa em sadde no ambito do novo programa terd um
orcamento de € 7,4 mil milhdes, concentrando-se em projetos de terapia génica
e celular em doencas crénicas e raras, bem como medicina regenerativa e
terapias avancadas, conforme disposto na Tabela 2.

O campo desenvolveu-se consideravelmente nos Ultimos anos e agora esta
maduro para desafios clinicos. O Consércio de Pesquisa de Doencas Raras
Internacionais (IRDIRC), inicialmente estabelecido pela comissdo Européia e os
Institutos Nacionais de Saude dos Estados Unidos, vai apoiar temas como
doencas raras, sendo proposto um projeto para 2014 e dois para 2015. O
consorcio visa desenvolver 200 novas terapias e meios para diagnosticar
doencas mais raras até 2020. O primeiro pilar do Horizon 2020 oferece
oportunidades para a ciéncia de investigacdo de fronteira através de suas
doacdes do Conselho Europeu de Investigacdo. O segundo pilar garantiu o apoio
a artistas de investigacdo e inovacgao, incluindo um apoio significativo para
peguenas e médias empresas desenvolver instrumentos especificos. Este topico
€ complementar a iniciativa sobre medicamentos inovadores (IMI), a maior
parceria publico-privada da Europa entre a Comissao, a Federacdo Européia de
Industrias Farmacéuticas e Associagbes, no sentido de promover o
desenvolvimento de novos e melhores diagndsticos e terapias para 0s pacientes.
A IMI renovada com um or¢camento de € 3,5 mil esta prevista para o periodo de

2014-2020. Recentemente, o primeiro produto de terapia genética humana na
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Europa, Glybera, entrou no mercado. Constitui um dos quatro medicamentos de
terapia avancada aprovados pela Agéncia Europeia de Medicamentos desde

2009 (GANCBERG & DRAGHIA-AKLI, 2014).

Tépicos de Desafios

Societais

Desafio Especifico

Resumo do Ambito

2014/2015- Pesquisa
clinica de medicina

regenerativa

Investigacao especifica necessaria
para provar a seguranca, eficacia, e
repetibilidade de novos tratamentos em
ensaios clinicos de medicina
regenerativa.

As propostas devem se concentrar em
terapias de medicina regenerativa, a pesquisa
clinica (in-paciente) pode dirigir-se a qualquer

doenga ou condig&o.
Os proponentes devem ter ou estar perto de
ter as autorizacgdes éticas e regulatérias
necessarias para realizar o trabalho.

2014-Novas terapias para
doencas crbnicas nédo

transmissiveis

Desenvolvimento de novas
terapias esta estagnado devido a falta
de validagao clinica.

Ensaio clinico (s) apoio a avaliagdo do novo
conceito terapéutico (s) e / ou otimizacédo do
conceito de terapias disponiveis.
Aplicacdo de pesquisa clinica pré-existente e
construgdo de banco de dados com resultados.
Se for o caso, deve ser fornecida a avaliagao
de viabilidade e eficacia.

2014- ERA NET:
investigacao das doencas
raras e implementacao dos

objetivos IRDIRC

Na area das doengas raras,
promover a cooperagao transnacional e
partilha de recursos durante o
desenvolvimento de normas comuns e
prioridades de investigacao.

Coordenar as propostas de pesquisas
nacionais e regionais para doencas raras e
implementar os objetivos IRDIRC.

Promover a compreensé@o dos mecanismos da
doenca e a historia natural das doengas raras com
objetivo de desenvolver novas ferramentas de
diagnostico e tratamento.

As propostas devem ser complementares a
outros programas de financiamento a nivel Europeu
e internacional.

2015-Novas terapias para

doencas raras

Problemas especificos no
desenvolvimento de terapia para
doengas raras incluem: pequenas e
dispersas populacdes de pacientes/
natureza das terapias propostas
obstaculos regulatérios/ mercado
limitado de fornecimento, baixo retorno
comercial.

As propostas podem abordar um ou mais dos
seguintes procedimentos:
Desenvolvimento de abordagens terapéuticas
novas ou melhoradas, para terapia génica ou
celular a partir de pequenas moléculas.
Reaproveitamento de terapias existentes.
Investigacao pré-clinica, desenvolvimento do
modelo animal, e produgéo de GMP.

2015- Ferramentas e
tecnologias para as

terapias avancadas

Novas terapias, tais como terapia
génica e celular, engenharia de tecidos,
medicina regenerativa requerem
inovacao tecnoldgica para proporciona
aos pacientes tratamentos inovadores e
alcancar a conformidade regulamentar.

As propostas devem incidir em refinar um
passo tecnolégico particular ou componente
necessario para a abordagem terapéutica

Estabelecer prova de conceito para a nova
tecnologia e realizacéo de investigacéo pré-clinica
podem ser incluidos, se necessario.

Aspectos regulamentares da nova tecnologia
devem ser tratados como apropriado.

2015- Apoio as redes
europeias de referencia:
modelagem de rede

eficiente e validacéo.

Centros especializados capazes
de colaborar, coordenar e partilhar seus
conhecimentos através das fronteiras.
E necessario o projeto de
demonstracao e validacéo de RER
como um modelo inovador de
cooperacdo e de trabalho entre os
prestadores de cuidados de salde
altamente especializados.

Estabelecimento de prova de conceito para a
nova tecnologia e realizacéo de investigacao pré-
clinica podem ser incluidos, se necessario.
Aspectos regulamentares da nova tecnologia

devem ser tratados como apropriado.

As propostas devem prestar um apoio
coordenado para as atividades dos RER no quadro
das realcdes diretas a validacdo de um modelo
para a organizagao ideal, governanca, manutencao
e monitorizag&o continua e avaliagéo do RER e
seus centros.

Tabela 2: Selecéo de Projetos Horizon 2020: oportunidades de financiamento (terapia génica e

celular).

Fonte: GANCBERG & DRAGHIA-AKLI
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7

A droga é a esperanca de uma vida sem sofrimento para milhares de
pessoas que possuem uma doenca genética rara, caracterizada por um defeito
no gene que determina a producdo da enzima lipoproteina lipase, responsavel
pela digestdo da gordura. Sem ela, o corpo ndo metaboliza o nutriente, o que
acarreta sérias consequéncias, como sucessivas internagdes por pancreatite
(inflamagédo do péancreas). Até hoje, ndo havia tratamento a ndo ser dieta
restritiva O remédio troca o gene defeituoso por um saudavel, corrigindo o
problema. Para concluir o desenvolvimento do Glybera foram 12 anos de
trabalho, realizado pela companhia de biotecnologia holandesa UniQure. Isso
porque a substituicAo do gene defeituoso pelo correto envolve um processo
complexo. O vetor escolhido foi o virus adeno-associado, pois provoca menos
reacdes do sistema imunologico, é mais facil de manipular e ndo causa
enfermidades, por precaucdes sao utilizados drogas para evitar a rejeicdo. Com
12 inje¢Bes aplicadas diretamente em musculos da perna dadas de uma so vez,
0s 27 pacientes que participaram dos testes — realizados no Canada e na
Holanda — passaram finalmente a fabricar a enzima e continuaram sua producao
sem necessidade de novas inje¢cdes. No mundo cientifico, a facanha foi
comemorada. Por enquanto, a droga s6 esta disponivel na Europa e esta sendo
submetida a aprovacdo nos EUA. Mas é possivel o tratamento de pessoas de
outras partes do mundo. O tratamento € avaliado ao equivalente a R$ 3 milhdes
(OLIVEIRA, 2013).

Nos laboratérios, h4 uma profusdo de testes clinicos usando a
manipulacdo genética a nosso favor. Os genes implantados tém propdsitos
diferentes. Entre outras func¢des, podem direcionar as células a destruir um
tumor, corrigir uma mutacédo, determinar a fabricacdo de proteinas ou aumentar a

capacidade de funcionamento do sistema imunolégico.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Ha alguns anos, falar em terapia génica significava adentrar em um terreno
de pura experimentacdo da medicina, algo que beneficiaria apenas geragdes
futuras, porém, esse futuro deixa de ser remoto e ja sdo colhidos os primeiros
frutos das pesquisas, sinalizando que os pesquisadores ja estdo capacitados e ja
podem avancar na terapia génica.

Apesar do sucesso desses recursos, algumas ponderagcdes sdo necessarias.
Hoje, permanece a existéncia de limites técnicos para a producdo em larga
escalados dos vetores. Isso ainda encarece substancialmente o tratamento.
Também ainda se buscam formas de assegurar que 0s genes inseridos
funcionem adequadamente e ndo induzam a formacdo de problemas futuros.
Porém, a contar pelos desafios ja enfrentados pela terapia, € de esperar que 0s
obstaculos figuem cada vez mais para tras.

No ambiente escolar, se faz necessario abordar esses novos conceitos da
area biotecnoldgica genética. A educacdo em genética humana deve promover
nos alunos o desenvolvimento das habilidades de tomar decisbes, reconhecer
alternativas, aplicar informacdes e selecionar opc¢des relativas a saude em nivel
comunitario e pessoal; os estudantes devem ser preparados para utilizar os
conceitos da area para entender e opinar em relacdo a aspectos sociais e éticos
desse campo de conhecimento.

A apropriagdo desse conhecimento podera dar-se com aula explicativa sobre
terapia génica seguida de seminarios distribuidos entre os alunos, que abordardo
as diversas tematicas, dos vetores utilizados as doencas candidatas aos

beneficios.
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